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緒 言
　側頭葉てんかんの成因機序の一つとして，熱性けいれん
等の発作重積エピソードが契機となり，いわゆる “silent 
period” の後，海馬細胞脱落などの組織変化とともに内側
側頭葉に新たな慢性てんかん原性が形成されるという仮説
が有力である．これを模倣する発作重積動物モデルには，
カイニン酸やピロカルピンなどの薬物や，電気刺激による
ものがある1ﾝ5)．このうち薬物によるモデルは，発作重積を
容易に惹起できるという利点があるものの，薬物そのもの
の神経毒性による脳障害が起こること，重積中の個体の死
亡が多いことなどの問題がある．このため辺縁系に電気刺
激を加えることによる重積モデルも近年よく用いられてい
るが，これらは非常に長時間にわたる連続的な電気刺激を
必要とする6ﾝ8)．
　深部前梨状葉皮質（deep prepiriform cortex，DPC）は
辺縁系前方にある部位で，キンドリングや薬物誘発けいれ
んによる研究から，けいれん準備性がきわめて高く，また
この部位のてんかん性活動は容易に全般化することが知ら
れている9)．以前我々は，この DPC に，連続電気刺激より
も侵襲の少ない間欠的電気刺激を与え，発作重積を起こす
モデルを報告した10)．このモデルでは重積後に海馬に細胞
脱落がみられることが示されたが，刺激による発作重積の
発生率が低いという問題があった．
　神経伝達物質としての adenosine は内因性の抗けいれ
ん物質であるといわれ，adenosine 受容体，特にそのサブ
クラスであるＡ１受容体の活性化はてんかん発作の終焉機
深部前梨状葉皮質の間欠的電気刺激による
てんかん発作重積モデル
小 山 文 彦
香川労災病院　メンタルヘルス科，
岡山大学大学院医歯薬学総合研究科　精神神経病態学
（指導：黒田重利教授)
An animal model of status epilepticus induced by massed
electrical stimulations to the deep prepiriform cortex
Fumihiko Koyama
Department of Mental Health､ Kagawa Rosai Hospital､ Kagawa 763ﾝ0013､ Japan､
Department of Neuropsychiatry､ Okayama University Graduate School of Medicine､
Dentistry and Pharmaceutical Science､ Okayama 700ﾝ8558､ Japan
（Director：Prof｡ S｡ Kuroda)
　Hippocampal damage induced by status epilepticus ﾛSEﾜ has been suggested as the developmental pathway of 
temporal lobe epilepsy｡ We developed an experimental model of SE induced by massed electrical stimulations into the 
deep prepiriform cortex｡ Stimulations under aminophylline pretreatment more effectively induced SE than those in the 
absence of aminophylline｡ Most SE episodes included secondary generalized seizures｡ Cresyl violet staining indicated 
neuronal degeneration in CA1 and CA3､ 1ﾝ2 weeks after the SE｡ Mild neuronal loss was observed 8 weeks after the SE､ 
although there were no obvious histological changes in the hilus｡ Immunoreactivity for GluR1､ a subunit of the AMPA 
receptors､ was reduced in CA3 and the hilus starting 1 week after SE､ indicating a discrepancy between the 
distributions of neuronal damage and the GluR1 decrement｡ The present model serves as a useful model of SE｡ Further 
improvement of this method will make it an effective tool for understanding the developmental process of temporal 
lobe epilepsy｡
原　著
岡山医学会雑誌　第119巻　May 2007, pp｡ 41-47
キーワード：けいれん発作重積（status epilepticus），深部前梨状葉皮質（deep prepiriform cortex），
反復電気刺激（massed electrical stimulations），AMPA 型受容体（AMPA receptors），ラット（rat）
平成18年10月２日受理
〒763ﾝ0013　香川県丸亀市城東町３ﾝ３ﾝ１
香川労災病院
電話：0877ﾝ23ﾝ3111　FAX：0877ﾝ24ﾝ1147
Eﾝmail：koyamafy＠kagawaH｡rofuku｡go｡jp
42
序を促進する11ﾝ13)．逆にＡ１受容体の拮抗薬は，様々な実
験モデルにおいててんかん発作を延長，増悪させることが
知られている 12,14 ﾝ 16) ．Ａ１受容体の拮抗薬である 
aminophylline は発作を延長させる作用を持つ14,15)が，今回
我々はこの aminophylline を前投与したラットに DPC へ
の間欠的電気刺激を加え，重積発生率の低さを補うモデル
の作成を試みた．本研究では，この方法による発作重積の
発生の観察に加え，重積後の長期的な海馬細胞脱落につい
て検討を行った．また発作重積後の海馬ではグルタミン酸
受容体のサブユニットの量的変化が，海馬てんかん原性獲
得過程に関与することが注目されており，特に最近 GluR１
免疫反応性などが海馬で著明に低下することが報告されて
いる17)．この低下の理由が細胞脱落によるものか，あるい
は薬物による直接の効果なのかは明らかでないが，本研究
では免疫組織染色を用いてこれらの受容体の免疫反応性の
変化についても検討を加えた．
対象と方法
１. 発作重積モデルの作成
　雄性 Sprague-Dawley 系ラット31匹（体重280～340ｇ）
を用いた．ラットの扱いにおいては岡山大学動物実験倫理
規定に従った．ラットは12時間/12時間の明暗サイクルにお
いて，設備の整った動物実験施設で飼育され，食物と水を
自由に摂取できるようにした．Pentobarbital (50㎎/㎏，
i｡p｡）麻酔下に，刺激及び記録用の絶縁ニクロム電極を左側 
DPC (bregma より4.0㎜前方3.5㎜側方，硬膜より7.0㎜の
深さ），左側腹側海馬（bregma より4.8㎜後方5.2㎜側方，
硬膜より5.3㎜の深さ）に脳定位的に挿入し，慢性深部電極
とした．深部電極は直径0.18㎜のニクロム鋼線３本により
作成した．また右前頭骨に不関電極を装着した．電極挿入
後一週間の回復期をおいた．30㎎/㎏の aminophylline 
(Sigma-Aldrich）を腹腔内投与し，30分後より後発射誘発
閾値，20㎐，20秒間の双極矩形波の電気刺激を１分間隔で
加え，脳波・行動を観察した．刺激強度は実験開始前に，
100ｻA から開始し，脳波上後発射が認められるまで50ｻA 
ずつ段階的に強度を上げて決定した．発作段階の評価は 
Racine の分類18)に従い，［０，反応なしまたは無動；１，
chewing，facial twitching；２，head nodding；３，一側
の前肢 clonus；４，両側前肢 clonus および rearing；５，
rearing and falling］の５段階で評価した．刺激は最大100
回とし，それ以前に持続が１分を超える自己維持性後発射
（発作活動）が10回連続すれば重積完成として，刺激を中
止した．また，重積後の自発発作の有無を確認するため，
刺激終了の１，３，６，24時間後にも脳波，行動を観察し
た．なお７匹については aminophylline 前投与を行わず，
間欠的電気刺激を与えて，重積の発生の有無を観察した．
また非刺激対照群４匹は深部電極挿入を行って，一週間の
回復期の後30㎎/㎏の aminophylline を腹腔内投与し，電気
刺激を加えずに脳波，行動を観察した．
２. 免疫組織化学
　発作重積を起こしたラット（Ｎ＝17）を３群に分け，重
積後１，２，８週間後に pentobarbital 深麻酔下に４％ 
paraformaldehyde，0.1％ glutaraldehyde 混合溶液にて経
心臓的に環流固定した．脳を取り出し，４℃においた後，
ショ糖加リン酸緩衝液中に保存した．クライオスタットに
て20㎛厚の脳水平断凍結切片を作成した．この切片を用い 
cresyl violet 染色および免疫染色を行った．免疫染色は浮
遊法を用いた ABC 法に準拠し，４℃の冷温室内で振盪器
上にて実施した．まず0.03％過酸化水素を含むショ糖加リ
ン酸緩衝液中に30分間浮遊させ，内因性ペルオキシダーゼ
を除去後，一次抗体（抗 GluR１抗体，抗 GluR２/３抗体；
１：100希釈，ウサギ血清，Chemicon AB1504，1506）を
含むをショ糖加リン酸緩衝液中に７日間保存した．その後
二次抗体である biotin 化抗家兎 IgG 山羊抗体（１：100希
釈，Chemicon）を含むをショ糖加リン酸緩衝液中に２時間
保存した．ABC キット（Vectastain；ABC Elite kit）を用
い，avidin・biotin 化 HRP 複合体を作成し，ABC 溶液中
に２時間保存した．各行程の間はショ糖加リン酸緩衝液に
て切片の洗浄を実施する．最終的な発色には3‘3ﾝdiamino-
benzidine 4HCl 20㎎，nickelammonium 40㎎を含む0.05Ｍ
トリス緩衝液100㎖に30％過酸化水素水７ﾗ加えた発色反
応液内に浮遊させ発色を確認しながら反応時間を個別に決
定していった．発色後再度洗浄し，スライドグラスに貼り
付け，顕微鏡下で観察を行った．非刺激対照群においても，
aminophylline 投与８週後に上記と同じ処理を行った．
結 果
１. 電極の確認
　Cresyl violet 染色標本において，電極先端がいずれも 
DPC，海馬の意図した範囲内にあることを確認した（図１）．
図１　電極先端確認用 cresyl violet 染色
ａ. 深部前梨状葉皮質，ｂ. 海馬 CA１．全例において上記の
位置に電極が挿入されていることを確認した．
43
２. 発作重積
　Aminophylline を前投与した刺激群（Ｎ＝20）全例にお
いて刺激中，平均35.3回の刺激で１分以上の自己維持性発
作活動が出現するようになった．このうち20例中17例にお
いて１分以上の自己維持性発作活動が10回連続して出現
し，重積に至った（図２）．この重積発生率（85％）は，
aminophylline 非投与群での重積発生率（43％）よりも有意
に高かった（ｐ＝0.049，Fisher の直接法検定，表１）．刺
激の早期から刺激部位の DPC のみならず同側の海馬にも
後発射が出現していた．後発射は刺激終了後にも自己維持
性に持続した（図２）．刺激中，最初に現れた発作症状は 
wet dog shaking，跳躍，遁走，易刺激性などで，その後比
較的早期から facial twitching，head nodding などの部分
発作重積状態を示した．最終的に20匹中19匹のラットが，
Racine の分類で stage ４以上の二次性全般化発作を示し，
20例の最大発作段階の平均は4.1［３～５］であった．一部
のラットでは刺激終了24時間後に至るまで跳躍，易刺激性
などの行動異常を示し，カイニン酸などによる重積動物と
同様であった．脳波上，刺激終了１時間後の時点では重積
は停止していたが，６時間後に15匹で，また24時間後にも
10匹で，短い発作波様の自発性てんかん性活動が観察され
た．脳波上の重積後てんかん性活動には海馬優位に発生し
ているものも認められた（図２）．一方，非刺激対照群には
明らかな脳波，行動上の変化は認めなかった．
３. 海馬細胞障害
　Cresyl violet 染色では非刺激群と比較して刺激１週間後
より海馬 CA１，CA３領域において錐体細胞層の核の濃染
像，２週後より軽度細胞脱落が認められた（図３）．８週間
後には CA１，CA３領域において錐体細胞層の萎縮を認め
た（図４）．海馬全体の萎縮は刺激８週後でも明らかでなか
った．歯状回門部の明らかな細胞脱落は刺激後８週に至る
まで認められなかった（図５）．非刺激対照群では明らかな
細胞障害は認められなかった．
４. 免疫組織化学
　AMPA 型受容体は，刺激１週間後から CA３領域，歯状
回門部内側で GluR１の免疫反応性の低下を認め，２週間
後以後で明確となった．この所見は全てのラットで８週間
後まで継続していたが，CA１では GluR１の染色性に明確
な変化は認められなかった（図３）．CA３での低下は，
strata radiatum（放射状層），strata oriens（上行層）に，
より明らかであった（図４）．このように，CA１，歯状回
門部の各領域で，細胞脱落と GluR１免疫反応性低下の有
無に解離がみられた（図５）．GluR２/３については刺激２
週目に歯状回門部で免疫反応性が低下した動物がみられた
が，８週後には低下したものはなかった（図５）．歯状回門
部以外の領域では重積後８週に至るまで明らかな変化は認
められなかった．
　 DPC 刺激によるてんかん重積動物モデル：小山文彦 　
図２　重積刺激中の深部脳波の一例
各上段：左海馬，下段，左深部前梨状皮質（DPC）より導出．23回目の刺激にて重積状態となり，１時間後には海馬，DPC の両方（海
馬先行）に，３時間後には DPC に短い発作波様てんかん性活動の出現を認める．
表１　Aminophylline 前投与を行った群（投与群）と行わなか
った群（非投与群）の発作重積発生個体数
重積発生 （＋） （―） 計
投与群 17 ３ 20
非投与群 3 ４ 7
ｐ＝0.049（Fisher の直接法検定)
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考 察
　側頭葉てんかんの形成過程を再現するための発作重積モ
デルとしては，これまで各種の電気刺激や薬物によるモデ
ルが報告されている．これらのモデルの中ではカイニン酸
やピロカルピンなどの薬物によるモデルがしばしば用いら
れるが，これら薬物の有する毒性のため非常に広範囲な脳
障害を起こすことと，発作制御が困難で発作死が多いこと
などの欠点がある．一方，薬物を用いない電気刺激モデル
では，重積に至るためには高い強度で，30分から24時間に
およぶ連続刺激を要するものが多く，動物に与える侵襲の
図３　右海馬弱拡写真
左列：cresyl violet 染色，右列：GluR１免疫染色．各列上から
非刺激ラット，重積完成１週間後，重積完成２週間後，重積完
成８週間後．Cresyl violet 染色では，重積完成１週間後よりす
でに海馬 CA１および CA３領域での核の濃染像が確認され，時
間経過とともに錐体細胞層の萎縮が進行した（矢印）．GluR１免
疫染色では１週間後より海馬 CA３，海馬門部内側での免疫反
応性低下が認められた．この部位の変化は８週間後まで持続し
ていた．
図４　右海馬錐体細胞層強拡大写真
ａ，ｂ：cresyl violet 染色 CA１領域，ｃ，ｄ：GluR１免疫染
色 CA１領域，ｅ，ｆ：cresyl violet 染色 CA３領域，ｇ，ｈ：
GluR１免疫染色 CA３領域．左列：非刺激対照ラット，右列：
重積完成８週間後．Cresyl violet 染色では CA１領域，CA３領
域で核の濃染像および細胞脱落が認められる（矢印）．GluR１免
疫反応性は CA３領域において，strata radiatum（sr）および 
strata oriens（so）を中心に低下している．
図５　右海馬門部強拡大写真重積完成８週間後
左：cresyl violet 染色，中：GluR１免疫染色，右：GluR２/３免
疫染色．海馬門部は cresyl violet 染色では明らかな細胞脱落は
認めない．GluR１免疫染色では海馬門部内側に免疫反応性の低
下を認める（矢印）が，GluR２/３免疫染色では染色性の低下は
認めない．
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大きさや，長時間刺激による非特異的な組織障害の可能性
が残る．これらの欠点を回避するためには，間欠的反復電
気刺激を用いる方法がある20,21)．以前当研究室では DPC9)
に間欠的電気刺激を与える重積モデルを作成したが10)，こ
の方法ではいわゆる adaptation22)が起こりやすく，重積の
発生率が低いという欠点があった．そこで本実験では，
前 処 置 と し て aminophylline 前 投 与 を 併 用 し た ．
Aminophylline は adenosine A１受容体の遮断により，発
作の持続を遷延させる作用をもつもので14,15)，adaptation 
を抑制し重積を起こしやすくするために適していると予想
された．
　実際今回の方法では，85％という高い重積発生率が示さ
れた．また１例を除いた全てのラットで二次性全般化が出
現し，DPC から広汎な脳部位へてんかん性活動が伝播して
いたと考えられる．このように aminophylline によって，
間欠的電気刺激による adaptation が抑制され，その結果効
率的に全般化した発作重積が誘発されたと考えられる．ま
た本モデルでは，より低頻度（20㎐）の刺激を低い強度（後
発射誘発閾値）で，間欠的に（１分間に20秒間）用いてお
り，他の電気刺激モデル（50～60㎐，30分ないし24時間な
ど)6ﾝ8)と比較して，侵襲や非特異的な影響を小さくできる
可能性がある．また今回使用した用量の aminophylline は，
非刺激対照群において発作誘発，組織障害のいずれも誘発
せず，それ自体では有意な作用を示さなかった．このよう
な特徴を持つ aminophylline を前投与することは，重積発
生率の低い間欠的電気刺激モデルを改良する方法として好
適と考えられる．
　発作重積後の組織学的検討では，CA１と CA３領域にお
いて細胞変性や脱落が認められた．辺縁系の中では海馬か
ら比較的遠隔の DPC を刺激したにもかかわらず，海馬に
細胞障害が認められたことは側頭葉てんかんの成立機序を
考える上で興味深い．DPC を刺激中，比較的早い時期から 
wet dog shaking のような海馬の過活動を示唆する所見が
みられたこと，脳波上の後発射が早期から海馬にも出現し
ていたこと，重積終了後に海馬優位のてんかん性活動もみ
られたことなどから，かなり早い時期から海馬にてんかん
原性の転移が起こり，長期的に海馬細胞障害を呈するにつ
ながったと考えられる．動物の重積モデルにおける CA１，
CA３の細胞脱落の分布は，使用するモデルや動物種によっ
て異なることが知られている5)．本モデルでは CA１，CA３
でより障害が強く，一方で歯状回門部の細胞脱落が認めら
れないという分布が特徴的であった．歯状回門部の細胞脱
落は，ヒト側頭葉てんかんの海馬や他の重積モデルで高頻
度にみられるものであり，海馬自体の萎縮も明らかでなか
ったことも考え併せると，本モデルの組織変化は充分では
ないかもしれない．一般に電気刺激モデルでは，強い海馬
細胞脱落や遅発性の自発発作が出現するためには，少なく
とも90分以上の重積発作の持続が必要という見解もあ
る22)．今回の実験では重積の総持続時間は計測していない
が，この点では充分な持続時間でなかった可能性もある．
今後の研究で，持続時間をより長く設定して海馬障害を観
察する必要があるだろう．
　興奮性アミノ酸，とくに AMPA 受容体がてんかん原性
獲得過程において重要な役割をもつことを当研究室でも報
告してきた23ﾝ25)．重積後の AMPA 受容体の変化について
も様々な報告があるが，その結果は一定していない3,26,27)．
最近，Tang17)らによるマウスの pilocarpine モデルで重積
後７～60日に至るまで，GluR１と GluR２/３が CA１，
CA３，歯状回門部で著しく減少することが報告され，本研
究の結果の一部はこれを支持する．Tang らは GluRの減少
の理由の一つとして細胞脱落の影響を挙げている．しかし
本研究においては，GluR１著減のみられた歯状回門部では
細胞脱落は強くはなく，単に細胞脱落が GluR１減少の直接
の理由ではない可能性を示している．Pilocarpine モデルに
おける GluR１の著明な減少も，単に細胞脱落が理由なの
ではなく，重積後の海馬において細胞脱落に至るプロセス
の一つとして起こっているという考え方もできる．いずれ
にしても，GluR１の海馬における減少は，薬物モデルと電
気刺激モデルの違いにかかわらず，重積後の海馬に共通し
た事象であることが明らかとなった．
　GluR２/３については，重積後８週目には有意な変化が
みられなかった．重積後の GluR１と GluR２/３の変化は
併行して起こるものではなく，たとえば重積後早期では 
GluR１ mRNA の減少があるものの，GluR２には変化がな
いという 26) ．また上述の pilocarpine モデルでも，
GluR２/３は当初著減するが，60日後に再度増加に転じ
る17)など，このサブユニットの動きは複雑で，またモデル
によっても結果が異なっている．本モデルと pilocarpine モ
デルの結果を比較すると，GluR１と GluR２/３両者が著明
に減少することが，強い細胞脱落を起こすために必要であ
るという可能性もある．なお今回の免疫組織化学では視察
による定性評価のみであったため，今後はより定量的な研
究を行い，また他の興奮性アミノ酸サブタイプについても
検討を加える必要がある．
　最後に，今後は本モデルの簡便さと効率の良さという利
点を生かし，さらに側頭葉てんかんをよりよく模倣するモ
デルにするべく改良したいと考える．そのためには発作重
積をより長くすること，他の刺激部位を試みること，また
重積後さらに長期的な観察を行い，自発発作の有無を検討
することなどの研究方向が考えられる．
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結 論
　本研究では，aminophylline を前投与したラットにおいて 
DPC への間欠的電気刺激を加え，効率的に発作重積を惹起
することが可能となった．発作重積は二次性全般化発作を
高率に含むものであった．重積後８週までの観察で，海馬
での細胞脱落，GluR１免疫反応性の減少が認められたが，
その分布には解離がみられた．ヒトの側頭葉てんかんを模
倣するモデルとするために今後さらに改良を加える予定で
ある．
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